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ACK buffer: Ammonium-Chloride-Potassium lysing buffer 
AP: Auricularia polytricha 
AP-BG: BG from Aureobasidium pullulan 
APC: Allophycocyanin 
AP-FBG: Fermented BG from A. pullulan 
BAL: Barley -glucan 
BBG: Budding yeast BG 
BG: (1->3)--D-glucan 
BGRP: -glucan recognition protein 
BmBGRP: BGRP from Bombyx mori 
BMDC: Bone marrow derived dendritic cell 
BN-PAGE: Blue native polyacrylamide gel electrophoresis 
BPBS: 1% BSA containing PBS 
BSA: Bovine serum albumin 
CA: Acetone dried Candida albicans  
CBB: Coomassie brilliant blue 
CD: Cluster of differentiation 
CMC: Carboxymethyl cellulose 
CR3: Complement receptor 3 
CSBG: Candida solubilized -glucan 
Curd: Curdlan 
DAf: Fraction extracted with DMSO by autoclave 
DAMPs: Damage associated molecular patterns 
DEP: Diesel exhaust particles 
Dex: Dextran T10 
Df: Fraction extracted with DMSO 
DIW: Deionized water 
DL: Detection limit 
DMSO: Dimethyl sulfoxide 
dZym: Zymosan depleted 
EIA: Enzyme immunoassay 





FBS: Fetal bovine serum 
FITC: Fluorescein isothiocyanate  
FSC: Forward scatter 
FV: Flammulina velutipes 
GC: Generative cell 
GF: Grifola frondosa 
GM-CSF: Granulocyte macrophage colony stimulating factor 
HA: Hemagglutinin 
HM: Hypsizigus marmoreus 
HRP: Horse radish peroxidase 
ILC: Innate lymphoid cell 
IN: Intine 
IPTG: Isopropyl -D-thiogalactopyranoside 
JCP: Japanese cedar pollen 
KO: Knockout 
LAM: Laminarin 
LB: Luria-Bertani medium 





MAPK: Mitogen-activated protein kinase 
MC: Methylcellulose 
mDectin-1 Fc: Mouse dectin-1 human IgG1 Fc fusion protein 
MHC: Major histocompatibility complex 
NADPH: Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate reduced form 
NE: Nexine 
NF-B: Nuclear factor-kappa B 
NT: Non-treated 
OX-CA: Oxidative C. albicans 
Pach: Pachyman 




PBS: Phosphate buffered saline 
PBST: 0.05% Tween containing PBS 
Pc: Pollen low density particle fraction 
PE: Phycoerythrin 
PMA: Phorbol 12-myristate 13-acetate  
PO: Pleurotus ostreatus 
Pp: Pollen high density particle fraction 
Ps: Pollen supernatant 
Pul: Pullulan 
Pus: Pustulan 
QL: Quantitation limit 
rm: Recombinant mouse 
SCIT: Subcutaneous immunotherapy 
SCL: Scleroglucan 
SD: Standard deviation 
SDS-PAGE: Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
SE: Sexine 
s-Ig: Specific immunoglobulin 
SLIT: Sublingual immunotherapy 
SPF: Specific pathogen free 
SPG: Schizophyllan 
smCurd: Formic acid digested curdlan 
Sp-D: Pulmonary surfactant protein-D 
SSC: Side scatter 
supBGRP: new artificial BGRP 
Syk: Spleen tyrosine kinase 
TC: Tube cell 
TcBGRP: BGRP from Tribolium castaneum 
Th: Helper T cell 
TMB: 3, 3', 5, 5'-tetramethylbenzidine 
TNF-: Tumor necrosis factor alfa 
TSLP: Thymic stromal lymphopoietin  













く知られている。日本国内では 2014 年にアレルギー疾患対策基本法が施行され, 対象疾患
として気管支喘息, アトピー性皮膚炎, アレルギー性結膜炎, 花粉症, 食物アレルギーが明
示された。また同法に基づき 2017 年から免疫アレルギー疾患研究 10 か年戦略が策定され
本態解明と予防, 診断, 治療に対する研究の発展が期待されている。 
花粉症は John Bostockにより 1819 年に初めて報告された春と秋におきる鼻症状, 喘息, 
流涙などを主訴とする疾患で, 当初はイネ科の干し草により発症すると考えられていたこ
とから当時は枯草熱 (Hay fever)と名付けられた 1, 2)。1862年には Philipp Phoebus によりブ




japonica) であり斎藤洋三らによる 1963 年のアレルギー学会での報告と 1964年のアレルギ




444 万 ha のスギ林が存在している。スギ花粉 1 つの重さは約 12 ng ほどだが, 一つの雄花
につき 40 万個ほどの花粉が産生される。雄花の生育状況は年により差があり, 花粉産生量
は年により 50-500 倍もの産生量の違いがあるが豊作年にはスギ林 1 ha あたりで 1014個の
花粉が作られると報告されており 7), 年間で 4.4×1020個, 重さにして約 53億 kg が作られ
ている計算になる。 
同定されているスギ花粉中のアレルゲンは Table 1 の通りであり, 主要アレルゲンは Cry 
j 1 と Cry j 2である 8, 9)。 Cry j 1 及び Cry j 2 は 100 g の花粉中にそれぞれ 35 mg及び 2.9-
14mgが含まれており, 花粉症患者の 86 %が Cry j 1, 71 %が Cry j 2反応性の IgEを持ってい
る。また Cry j 1 はヒノキの Cha o 1 と Cry j 2 はヒノキの Cha o 2と高い相同性を持ってい
ることが報告されている 10,11)。また他のアレルゲンの Cry j 3, CJP-8 及び CPA9は口腔アレ
ルギー症候群(Oral allergy syndrome)との関連が示唆されており, CJP-4 はラテックス-フルー
ツ症候群への関与が示唆されている 12)。 
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Table 1 Identified allergens in Japanese cedar pollen. 
 











ゲン免疫療法は 1911年の Noonらの報告から始まり 13), 現在, 皮下投与（Subcutaneous 
immunotherapy :SCIT）と舌下投与(Sublingual immunotherapy :SLIT) の 2 つの投与経路で行
Name Biological function Molecular weight (kDa) Homologous allergens
Cry j 1 Pectate lyase 40-50 Cha o 1 (Japanese cypress)
Cup a 1 (Arizona cypress)
Jun a 1 (Mountain cedar)
Jun v 1 (Eastern red cedar)
Cry j 2 Polygalacturonase 37(non-reduced) Cha o 2 (Japanese cypress)
45(reduced) Cup a 2 (Arizona cypress)
Jun a 2 (Mountain cedar)
Jun v 2 (Eastern red cedar)
Cry j 3 Thaumatin-like protein 19 (non-reduced) Jun a 3 (Mountain cedar)
27 (reduced) Jun v 3 (Eastern red cedar)
Mal d 2 (Apple)
Pru av 2 (Cherry)
CJP-4 Class Ⅳ chitinase 34 Prers a 1 (Avocado)
Cas s 5 (Chestnut)
Mus a 1 (Banana)
CJP-6 Isoflavone reductase-like 34 (recombinant) Bet v 5 (Birch)
Pyr c 5 (Pear)
CJP-8 Lipid transfer protein 20 (recombinant) Pru p 3 (Peach)
Mal d 3 (Apple)
Fra a 3 (Strawberry)
CPA9 Subtilisin-like serine protease 90 Cuc m 1 (Melon)
CPA63 Aspartic protease 52 (recombinant) Not reported
42 (mature enzyme)
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われている。スギ花粉症のアレルゲン免疫療法では SCIT 用の治療薬は 1969 年にスギ花粉
治療エキスが発売され, その後 2000 年にスギ花粉治療用標準化治療エキスが上市されたこ
とで標準化された治療となった。SLIT は安全性の高い投与ルートとして 1986年 Glenis ら
のハウスダストマイトの舌下免疫の二重盲研の報告から花粉の SLITに応用され広がり 14), 
日本では 2014 年にスギ花粉舌下液が保険適用になり, 2018年にはスギ花粉舌下錠が上市し
小児にも適用となった。 
SCITは週１回からスタートし維持期には 4週間に 1 回の注射を 3 年以上継続して行う。





まである。一方でアレルゲン特異的 IgG4の上昇が見られることが知られている 15)。また, 
現在はアレルゲン免疫療法のメカニズムの解明も進んできている 16,17,18, 19)。 
 
Table 2  重症度に応じた花粉症に対する治療法. 
 









①第２世代 ①第２世代 第２世代 抗LTs薬または 鼻噴霧用 鼻噴霧用
　抗ヒスタミン薬 　抗ヒスタミン薬 　抗ヒスタミン薬 抗PGD2・TXA2薬 　ステロイド薬 　ステロイド薬
②遊離抑制薬 ②遊離抑制薬 ＋ ＋ ＋ ＋
③抗LTｓ薬 ③抗LTｓ薬 鼻噴霧用 鼻噴霧用 第２世代 抗LTs薬または
④抗PGD2・ ④抗PGD2・ 　ステロイド薬 　ステロイド薬 　抗ヒスタミン薬 抗PGD2・TXA2薬
　TXA2薬 　TXA2薬 ＋ ＋
⑤Th2サイトカイン ⑤Th2サイトカイン 第２世代 第２世代
　阻害薬 　阻害薬 　抗ヒスタミン薬 　抗ヒスタミン薬
⑥鼻噴霧用 ⑥鼻噴霧用 もしくは もしくは




①、②、⑥ ①～⑥のいずれか 鼻噴霧用 　抗ヒスタミン薬・




























る 28, 29, 30, 31)。そのため多糖由来の自然免疫賦活化作用が花粉症発症に関連している可能性
がある。種々の植物の花粉中には真菌 (−)−−D-glucan (BG) 検出法のリムルス Gテスト
に陽性の物質が存在していることが報告されていることから 32), スギ花粉中にも BG が存
在し, 免疫賦活化に関与している可能性がある。 
BG は真菌や藻類 , 高等植物の細胞壁を構成する多糖の１種で Pathogen associated 




してスエヒロタケ (Schizophyllum commune) 由来のソニフィラン (SPG)やシイタケ
(Lentinus edodes) 由来のレンチナン(LNT)などの BG製剤が開発された 36-39)。近年では BG
は免疫賦活化作用や整腸作用などをもつ食品中の機能性分子の一つとしても期待されてい
る。 
BG は側鎖とその分子量 , また抽出の方法によって高次構造や物性に違いがあり , 
Agrobacterium や Alcaligenes の産生する側鎖をほとんど持たない直鎖 BG のアルカリ処理物
であるカードラン(Curd)は水に溶けにくく 1 本鎖の螺旋構造をとることが知られている 40)。
一方 , SPG やコンブ由来の低分子 , 水溶性 BG のラミナリン (LAM)などの短い
(−)−−glucan側鎖を持つ BGは 3重螺旋構造をとりやすく 41), 高分子で不溶性の Candida 
albicansの細胞壁BG (CSBG)などは長い(−)−−glucan側鎖を持つことが知られている 42)。
不溶性の BG は Dectin-1 を介しマクロファージ等の食細胞や樹状細胞などの炎症反応を誘
導する一方で水溶性の BGは Dectin-1に対して抑制的に作用する報告がある 43, 44)。 
BG 受容体の Dectin-1 は主に樹状細胞やマクロファージ, 単球, 好中球などに発現し, 菌
体認識に関わり真菌の感染防御に重要な受容体である 45, 46, 47)。Dectin-1の刺激によりシグナ
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ル伝達分子の Sykを基点としての活性化によるNF-BおよびMAPKを介した炎症性サイト
カインの誘導や活性酸素種の産生のなど働きが知られている 48, 49, 50)。感染防御以外の
Dectin-1 と疾患の関連についてはまだ未解明の部分も多いが炎症性腸疾患やアレルギーな
どとの関連が示唆されている 43, 51, 52, 53) 。CR3 は好中球や単核球, マスト細胞, NK細胞等に
発現しており, iC3b によるオプソナイズを受けた微生物やその表面分子に結合することに
よる貪食や ICAM-1への結合による白血球の動員などに関わる受容体であり, CR3 欠損症は
白血球接着不全による易感染性を示す先天性補体欠損症の 1 つとして小児慢性特定疾病と
して指定されている 54) 。 
BG に反応する分子は様々存在し, 前述の BG 受容体や肺のサーファファクタント物質で
ある Sp-D, BGに対する抗体などが哺乳類から発見されている 55, 56, 57)。他の生物種にも BG
を認識する機構は存在し, カブトガニの持つ Factor G は前述のリムルス G テストに用いら
れ深在性真菌症の補助診断に利用されている 58)。BG を構成成分に持つ真菌や植物由来の 
-glucanase も BG 反応性の分子として利用されており, 食品中の BG の定量などに応用され
ている 59, 60) 。また, 大豆の根の細胞では真菌の侵入に応じた-glucanase の産生コントロー
ルに-glucanase による分解物の BG を認識するレセプターが関与している報告もある 61)。
昆虫の血リンパ液中に含まれる-glucan recognition protein (BGRP) は Toll経路を介した抗真
菌ペプチドの産生誘導やフェノールオキシダーゼの活性化を介したメラニン生成による封
じ込めなどに関与することが知られている 62, 63, 64)。 
そこで筆者はスギ花粉中の BGに着目し, 花粉 BGの性状と花粉組織中の局在, さらに免
疫学的な活性を検討することにした。その解析ツールとして新規の組換え BGRP 
(supBGRP) の活性評価と実用に関して検討した。さらに in vitro, in vivo でスギ花粉 BGの
免疫への作用を明らかにすることで BGのスギ花粉症発症への関与を検討した。 
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件であることは想像に難くない。しかし BG は由来種により側鎖の分岐頻度, 分子量など 
(1->3)--構造以外の構造が多様でありそれに応じて物性にも違いがある 41, 42, 65-72)。そのため
BG反応性タンパク質も各々の反応しやすい分子構造に違いがあることが考えられる。 
哺乳類の持つ BG 受容体である Dectin-1 は BG に関連する炎症反応や疾患において重要
な役割を果たしているレセプターであり, 3 重螺旋構造をとっている BG に対して反応性が
高い。 Dectin-1 の反応性を元に BG を評価することは哺乳類における BG による免疫活性
の評価を行うのに重要であると考えられる。しかし Dectin-1は元来, 膜型タンパク質で分子
内にジスルフィド結合を 3 対有し 73, 74), コンフォメーションや機能を維持して大量に発現
させることは難しく, Dectin-1 そのものを利用しての BG 評価は高コストであることが考え
られる。そのため安定に発現可能で, Dectin-1 と近似した BG 反応性を持つ分子を得ること
が出来れば哺乳類における BG の働きについての解明や結合親和性を利用し Dectin-1 反応
性の BGを解析するツールとして有用であることが想定される。 
BGRP はその由来種により反応性に違いがありカイコ(Bombyx mori)やノシメマダラメイ
ガ(Plodia interpunctella)などの BGRP は 3 重螺旋構造の BG に反応する一方で１本鎖に対し
ては反応性が低い, それ対してチャイロコメノゴミムシダマシ(Tenebrio molitor)やコクヌス
トモドキ(Tribolium castaneum)由来の BGRP は 3 重螺旋構造の BG への反応性は低く, １本
鎖に対する反応性が高いことが報告されている 75)。 
安達らは BG 検出系の開発の過程で 3 重螺旋構造の BG に対して反応性の高い数種の
BGRPの BG結合ドメインであるN末端側のアミノ酸構造のうち, 種間で保存性の高いアミ
ノ酸配列から高収量の supBGRP を作成した 76)。 そこで本章では supBGRP の特性と実用に
ついて検討した。 
  





広域緩衝液 Britton Robinson buffer は 0.67 Mホウ酸(Wako)水溶液 3 mL, 1 M 酢酸(Wako)2 
mL, 1 N リン酸(Wako)6.06 mL の混合液を pH メーターで測定しながら 5 M 水酸化ナトリ
ウム水溶液にて pH 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0, 11.0, 12.0 に調製した後に脱イオン水
(DIW)にて 20 mLに希釈して作成した。 
そのほかの pHの水溶液は pH 0 は 1 M 塩酸(Wako), pH 1.0 は 0.1 M 塩酸を利用した。pH 
2.0 は 0.2 M 塩化カリウム(Wako) 溶液 5 mLを 6 M 塩酸にて pH 2.0 に調整し DIWにて全
量を 20 mLに調製した。pH 3.0, 4.0, 5.0 はMacIlvaine buffer を用い, pH 3.0は 0.1 Mクエン
酸(Wako)水溶液 7.92 mLと 0.2 Mリン酸水素 2 ナトリウム(Wako)水溶液 2.1 mLを混合し 20
ｍLに希釈し調製した。pH 4.0は 0.1 Mクエン酸水溶液 6.14 mLと 0.2 Mリン酸水素 2 ナト
リウム水溶液 3.86 mL を混合し 20ｍL に希釈し調製した。pH 5.0 は 0.1 M クエン酸水溶液
4.86 mLと 0.2Mリン酸水素 2ナトリウム水溶液 5.14 mLを混合し 20ｍLに希釈し調製した。
pH 6.0, 7.0, 8.0 はリン酸バッファーを用い, pH 6.0は 0.2 Mリン酸 2水素ナトリウム水溶液
8.67 mLと 0.2 M リン酸水素 2ナトリウム(Wako)水溶液 1.33 mLに DIWを 10 mL加えて調
製した。pH 7.0 は 0.2 Mリン酸 2 水素ナトリウム水溶液 3.9 mLと 0.2 M リン酸水素 2 ナト
リウム水溶液 6.1 mL に DIWを 10 mL 加えて調製した。pH 8.0 は 0.2 Mリン酸 2 水素ナト
リウム水溶液 0.53 mLと 0.2 M リン酸水素 2 ナトリウム水溶液 9.47 mLに DIWを 10 mL加
えて調製した。pH 9.0の水溶液は 0.1 M トリス(Wako)水溶液 10 mL を 6 M塩酸で pH調整
し, DIWを加えて全量を 20 mLとした。pH 9.5, 10.0, 10.5の水溶液は 0.1 M グリシン(Wako)
水溶液 10 mL に 5 M 水酸化ナトリウム(Wako)溶液を加えてそれぞれの pH を調整し, DIW
で全量を 20 mLに調製した。pH 11.0, 11.5, 12.0 はリン酸バッファーを用い, pH 11.0はリン
酸水素 2 ナトリウム 12 水和物(Wako)0.693 g とリン酸 3ナトリウム 12 水和物(Wako)0.014 g 
を 10 mLの DIWに溶解し, 5 M 水酸化ナトリウムで pHを調整したのち DIWを加えて全量
を 20 mLとした。pH 11.5はリン酸水素 2ナトリウム 12 水和物 0.634 g とリン酸 3ナトリウ
ム 12 水和物 0.041 g を 10 mLの DIWに溶解し, 5 M 水酸化ナトリウムで pHを調整したの
ち DIW を加えて全量を 20 mL とした。pH 12.0 はリン酸水素 2 ナトリウム 12 水和物 0.500 
g とリン酸 3ナトリウム 12 水和物 0.102 g を 10 mLの DIWに溶解し, 5 M水酸化ナトリウ
ム水溶液で pH を調製したのち DIW を加えて全量を 20 mL とした。pH 13 の溶液は 0.1 M 
水酸化ナトリウム水溶液, pH 14 は 1 M 水酸化ナトリウム水溶液を用いた。全ての溶液の
pHは pHメーター(Seven easy; Mettler toledo)で測定し±0.05 (20℃)の範囲に調整した。 
塩濃度比較のためのリン酸緩衝塩化ナトリウム水溶液は塩化カリウム(Wako)10 mg リン
酸水素 2 ナトリウム 145 mg リン酸 2水素カリウム(Wako) 10 mg と塩化ナトリウム(Wako)0, 
0.2, 0.4, 0.8, 2, 4, 8, 12, 16 gをそれぞれ DIWで溶解し全量を 50 mLに調製した。 
LB broth は Bacto Tryptone (BD)10 g Bacto Yeast Extract (BD) 5 g 塩化ナトリウム 10 g を１
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Lの DIWに溶解し 121℃ 20 分間オートクレーブ処理したものを無菌的に使用した。 
LB agar は Bacto Tryptone 2 g, Bacto Yeast extract 1 g, 塩化ナトリウム 2 g, アガー (Wako) 
2 gを 200 mLの DIWに溶解し, 121℃ 20分間オートクレーブ処理したものを無菌的に使用
した。使用時は電子レンジで加温して溶解し, 凝固前に 10% アンピシリン (Wako)水溶液を
0.01％となるようにアンピシリンを添加して 90φ深底シャーレに 10 mL を入れて凝固させ
て LB agar プレートの作成を行った 
多糖試薬は Curdlan (Curd), Paramylon (Par)は和光純薬, Xylan from Corn core (Xyl)は東京化
成, Pustulan (Pus),  Pachyman (Pach)は Calbiochem, Barley -glucan (BAL), Laminarin(Lam), 
Lichenan (Lic), Mannan from S. cerevisiae (MAN), Polyethylene glycol (PEG) は Sigma, 
Scleroglucan (SCL)は Carbomer, Pullulan (Pul)は Pfanstielm, レンチナン(LNT)は山之内製薬, 
シゾフィラン(SPG) は科研製薬, カルボキシメチルセルロース(CMC)は第一化学薬品デキ
ストラン T10 (Dex)は生化学工業より購入し, AP-BGはクルル, AP-FBGは ADEKAより分与
いただいた。CA, OX-CA, CSBG, small Curdlan (smCurd) は教室内で作成した。CA は C. 
albicans NBRC 1385 株を YPD 培地にて 27℃で 48 時間培養した菌体をアセトンで固定乾燥
させたものを使用した。OX-CA, CSBG は C. albicans NBRC 1385 株を C-limiting 培地にて
27℃で 48時間培養した菌体のエタノール沈殿乾燥菌体を 1% 次亜塩素酸で処理しアセトン
乾燥させた菌体である OX-CA を DMSO 中で抽出し CSBG を調製した。smCurd は Curd を
蟻酸中で加熱分解処理し透析により分子量 10 kDa の分画を回収し凍結乾燥させたものを使
用した。 
Laminari-heptaose (7 糖)は生化学工業より購入し Laminari-oligosaccharide (8,12,16 糖)は東京
工業大学 田中浩士 先生より分与いただいた。 
 
BGRPの作成 
supBGRP ならびに野生型のカイコ BGRP (BmBGRP)とコクヌストモドキ BGRP (TcBGRP)
は N 末端側の配列にリンカー配列と 6×His タグ配列を付加した DNA 配列を pCold-Ⅰプラ
スミド (Takara Bio) のマルチクローニングサイトに挿入し, Escherichia coli BL21 に導入し
た。 
導入した BL21は 0.01% アンピシリン含有 LB agar プレート に播種し, 37 ℃ over night で
培養した後密封して冷蔵庫にて保存し, 1ヶ月ごとに継代もしくは -80 ℃保存のグリセロー
ルストックより再度プレートに播種したものを使用した。単一コロニーをピックアップし 5 
mL の 0.01%アンピシリン含有 LB broth にて 37℃ overnight 振とう培養し, その菌懸濁液 2 
mL を 200 mL の 0.01%アンピシリン含有 LB broth に加え 0.4<OD650<0.5 となるまで 37℃ 
で振とう培養した後に氷浴にて冷却した。冷却後, 15℃にて 30 分間振とう培養し 100 mM 
IPTG (Wako) 水溶液 200 Lを加えた後 24時間培養した。培養後の菌体は 4000 x g 10 分間
遠心後 20 mL の TALON equivalent buffer にて懸濁し -30℃で保存した。1 日以上 -30 ℃に
て保存した菌体を流水で解凍させた後, 超音波ホモジェナイザーにて 100 W 150秒間破砕処
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理を行い, 8000 x g で 10 分間遠心した上清から TALON Metal Affinity Resin (Takara Bio)を用
いて BGRP を精製した。精製した BGRP は PBS にて 3 日間透析後 ProClin 150 (Sigma)を添
加し, 4℃にて保存した。タンパク質濃度は Pierce BCA Protein assay kit (Thermo Fisher)を用い
て定量した。 
Biotin 化 supBGRP は Biotin-(AC5)2-Sulfo-OSu (Doijindo)にて混合比 5.0 で製品プロトコール
に従い作成した。 
 
BGRP sandwich EIA  
MICRON 96 well half area microplate (Grainer)に 5 g/mL supBGRP の 0.1Mリン酸緩衝液 (pH 
6.8)を 25 L ずつプレートに播種し 4℃で 8 時間以上保存した。プレートを 0.05％Tween20 
含有 PBS (PBST)にて 3 回洗浄した後 1%BSA(Sigma)含有 PBS(BPBS) 75 L添加し, 1 時間室
温でブロッキング処理を行った。処理したプレートは PBST にて 3回洗浄後, 測定するサン
プルを BPBS にて希釈した溶液を 25 L加えて 1時間反応させた。サンプルに対する標準物
質として 1 g/mLから連続 2倍希釈した LAMの BPBS溶液を用いた。反応後 PBSTにて 3
回洗浄し, Biotin 化 supBGRP 500 ng/mLの BPBS溶液 25 Lを加え 1時間反応させた。その
後 5 回 PBST にて洗浄を行い HRP-Streptavidin (Biolegend) の 5000 倍希釈液を 25 L 添加し
1 時間反応させた。反応後 PBST にて 7 回洗浄を行い, 3, 3', 5, 5'-tetramethylbenzidine (TMB; 
KPL)を 25 L 加え 5~10 分置き発色が観察されるまで反応させた後に 1 N リン酸 25 L を
添加し反応を停止させた。吸光度はマイクロプレートリーダーMTP-450 (Corona)にて測定波
長 450 nm, 参照波長 630 nmにて測定し, 濃度への変換は付属ソフトの KF500 を用いて行っ
た。 
液性に関する検討の際は, 塩濃度の比較では LAM を前記のリン酸緩衝塩化ナトリウム溶
液で希釈して使用した。pH による影響の検討ではブロッキング処理の前に PBST による 3
回の洗浄及び 1時間の溶液処理を加えた。 
 
Competitive EIA with supBGRP and mDectin-1 Fc 
MICRON 96 well half area microplate に 5 g/mL SCLの 0.1 M炭酸-重炭酸バッファー (pH 
9.5) 溶液を 25 L ずつプレートに播種し 4 ℃で 8 時間以上保存した。プレートを PBST に
て 3 回洗浄した後 BPBS 75 Lを添加し, 1時間室温で処理した。PBSTにて 3 回洗浄し, サ
ンプルの BPBS溶液 30 L並びに Biotin化 supBGRP 200 ng/mLもしくは Biotin化したmouse 
Dectin-1 human IgG Fc fusion protein (mDectin-1 Fc) 200 ng/mLの BPBS 溶液 30 Lをテストプ
レート 96 ウェル V 底(BM Bio)中でピペッティングにて混合した後に 50 L 加え 1 時間
反応させた。その後 5 回 PBSTにて洗浄を行い HRP-Streptavidin  の 5000倍希釈 BPBS 溶液
を 25 L添加し 1時間反応させた。反応後 PBSTにて 7 回洗浄を行い, TMBを 25 L 加え 5
～10 分間置き発色が観察されるまで反応させた後に 1 N リン酸 25 Lを添加し反応を停止
させた。吸光度はマイクロプレートリーダーMTP-450 (Corona)にて測定波長 450 nm, 参照波
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長 630 nmにて測定した。 
Laminari-oligosaccharideによる抑制実験の際にはSCLの代わりにSPGを用いて同様に行い, 
Laminari-oligosaccharide 2 g/mLによる抑制活性を比較した。 
 
Blue native PAGE 77) 
最終濃度として 50 mM ビストリス (Nakarai) -塩酸 (pH7.0), 0.5 M 6-アミノカプロン酸
(Wako)の水溶液に 48 %アクリルアミド(Wako), 1.5 % N-N’-メチレンビスアクリルアミド
(Wako)の混合液をアクリルアミドの最終濃度が 4-10 %となるように添加して 8mLの溶液を
作成し, 32 L の 10 % 過硫酸アンモニウム(Wako)および N,N,N’,N’-テトラメチルエチレン
ジアミン(Wako) 3.2 L を添加しアクリルアミドゲルを作成した。泳動ゲルはアクリルアミ
ド濃度 10 %, 濃縮ゲルはアクリルアミド濃度 4 %で作成した。陽極バッファーとして 50 mM 
トリシン(Wako) -水酸化ナトリウム, 15 mM ビストリス- 塩酸 (pH 7.0)に 0.02 %の CBB G-
250 (TCI)を添加した溶液を使用し, 陰極バッファーとして 50 mM ビストリス-塩酸 (pH 
7.0) を使用した。SE260 (Hoefer)を用いて電気泳動を行った。 
電気泳動は 100 Vで 1 時間泳動後, 電圧を変えて 150 Vで 2 時間泳動を行った。電気泳動
時は冷却コアに氷冷した水をペリスタポンプにて循環させ冷却した。サンプルは氷上で多
糖溶液 9 L とタンパク質溶液 9 L とを混合し 30 分間反応させた後に 2 L の 10×サンプ
ルバッファー(5% CBB G250, 500 mM 6-アミノカプロン酸, 100 mM ビストリス-塩酸 (pH7.0), 
1 mM フッ化フェニルメチルスルホニル(Sigma)の混合溶液)を添加し, 5 分間氷上で反応さ
せたのちゲルに 8 Lアプライした。1 レーンあたりのタンパク質の量は 2 g多糖の量は 6 
g となるように濃度を調製した。supBGRP, BmBGRP, mDectin-1Fc に対しては LAMを反応
させ, TcBGRPに対しては CSBGを反応させた 




C. albicans  NBRC1385 株 を酵母型は 27℃ YPD broth 20 mL にて 27℃で, 菌糸型は
Medium 199 (Sigma) 20 mLにて 37℃で 24時間振とう培養し, 100 L分取した菌懸濁液をホ
ルマリン固定したもの並びに 5 mg/mL Zymosan depleted (dZym; Invivogen)懸濁液 20 Lを 2% 
FBS 含有 PBS (2% FBS-PBS) 100 L に遠心分離にてバッファー交換し, 室温で 30 分間転
倒混和した。300 x g で 5分間遠心分離し, 上清を捨てた後に 2 g/mL Biotin 化 supBGRP 並
びに 1.25 g/mL PE Streptavidin (Biolegend)もしくは Alexa Fluor 647 Streptavidin (Alexa 647; 
Biolegend)の 2 % FBS-PBS溶液 100 Lを添加し遮光して室温で 30 分間転倒混和した。処理
後 500 Lの 2 % FBS-PBS にて 5回洗浄し, 100 Lの 2 % FBS-PBSにて再度懸濁させた。ス
ライドガラス上に懸濁液 5 L を滴下し, カバーガラスを載せて EVOS Cell Imaging System 
(Thermo fisher)の RFP Light Cubeもしくは Cy 5 Light Cubeにて観察した。 




HiTrap NHS-activated HP Column(GE) 1 mL カラムを用い, 製品プロトコールに従いに 5 
mg/mLの supBGRPをカップリングさせ, ProClin 150 含有 PBSにカラム内を置換して保存し
た。カラム使用時は PBS 10 mLにて洗浄した後に氷冷したサンプルを 1 mL/min の速度で結
合させた。結合後はカラムを 10 mLの PBSにて洗浄し, 4.5 mLの 0.03 M 水酸化ナトリウム
水溶液にて BGを溶出させ, 溶出サンプルは 300 Lの 0.1 M Citric buffer (pH 3.0)の入ったチ
ューブに 900 L ずつ分取し, ProClin 150 を加えて保存した。溶出後のカラムは再び 10 mL
の PBS で洗浄した後に内部を ProClin 150 含有の PBS にて置換し 4 ℃にて保存した。サン
プルの BG濃度は supBGRPによる sandwich EIAにて測定した。サンプルとして用いた花粉
抽出物はスギ花粉(鳥居薬品株式会社より分与いただいた) 5 g を 1 Lの 0.1 M炭酸水素ナト
リウム水溶液に懸濁し, 室温にて 30 分間スターラーで混和した後 2000×g で 5分間遠心分











supBGRP の BGへの反応特性を検討するために, BmBGRP, TcBGRP, mDectin-1 Fcの 3種の
BGプローブと EIAによる比較を行った。 
Fig. 1-1 (A)で示した通り LAM への結合能の塩濃度感受性を比較すると, supBGRP では高
濃度の塩溶液中では反応性の上昇が見られるが塩濃度による結合低下は見られず野生型の




られた結果から少なくとも mDectin-1 Fc の反応性が大きく変わるほどの BG の高次構造変
化は起こっていないと考えられ, 塩濃度への感受性は BGRP の特性の一つであると推定さ
れる。以上より supBGRPは塩濃度によらず BGへの結合性を保つと考えられる。 
Fig. 1-1 (B)および(C)で示した通り広域緩衝液での処理および複数の緩衝液による処理した
supBGRP は pH 0 から 13 の範囲で結合活性を失わず, 比較した 4 種の中で最も広い範囲で
結合活性を保っていた。野生型の BmBGRP は pH 10 を超えるアルカリ性溶液の処理によっ
て結合活性を失った, 一方で耐酸性は高く今回行った酸処理では大きな結合性の低下は見
られなかった。TcBGRP は pH 2 から 12 の範囲で結合性を保った。しかし比較した他の 3 種











            (C) 
 
Fig. 1-1 Effect of salt and pH on the reactivity of BG binding proteins to LAM. 
(A)The effect of NaCl concentration on interaction with BG binding proteins and solid phase BG. (B) The 
effect of pH on interaction with BG binding proteins and solid phase BG in Britton-Robinson buffer.  
(C) The effect of pH on interaction with BG binding proteins and solid phase BG in several aqueous 


















































































BGRPの熱安定性を比較検討するために, supBGRP, BmBGRP, TcBGRP, mDectin-1 Fcの 4種
の BG プローブを加熱処理後, BN-PAGE および SDS-PAGE によって電気泳動を行った。各
タンパク質の 0.5 mg/mL の PBS 溶液 20 L をサーマルサイクラーおよび-20℃フリーザー
にてそれぞれの温度で 30 分処理した後 BN-PAGE および SDS-PAGE に用いた。Fig. 1-2 で
示した通り SDS-PAGE の結果から 4 種のプローブ共に加熱による断片化などのタンパク質
の変性は見られなかった。しかし supBGRPは 80℃以上の処理で BN-PAGEの泳動度が高ま
った。 BmBGRP は 50℃以上の処理で泳動度の低いバンドが確認された。TcBGRP は 60℃
以上の処理で泳動度の低いバンドが見られたが, 80℃以上ではそのバンドは消失し泳動度の
高いバンドが確認された。mDectin-1 Fc は 60℃以上の処理で未処理と同じ泳動度のバンド
が消失し泳動度の低いバンドが確認され, さらに熱処理を行ったチューブには凝集塊が発
生した。タンパク質単独の BN-PAGEによるバンドの泳動度は熱処理によりどのプローブも
変化を示すが BGと反応後の BN-PAGEの結果から BGRP は 3 種とも処理した全ての温度(-
20℃~90℃)で BG と反応させると単量体バンドが消失し低泳動度のバンドを示すため耐熱
性のタンパク質であると考えられる。一方で mDectin-1 Fc は加熱により凝集を生じたため
高温の処理では可溶性のタンパク質が減少してしまうことに加えて加熱後のタンパク質単
独のバンドと BG 反応によるバンドは近似した位置に認められた。このことから mDectin-1 
Fc は BGRP に比べ熱処理により BG 結合性が失われやすい易熱性 BG 結合タンパク質であ
ることが示唆された。以上の結果より supBGRP は-20℃から 90℃の範囲で結合性を保つプ
ローブであることが示された。 
  




Fig.1-2 Temperature stability of BG binding proteins assessed by BN-PAGE. 
Twenty micro litter of 0.6 mg/mL supBGRP, BmBGRP, TcBGRP and mDectin-1Fc solution was 
treated with each temperature and electrophoresis with SDS-PAGE (1st row) , BN-PAGE without 
BG (2nd row: low mobility band 3rd row: band with equivalent mobility to monomer band) and BN-
PAGE with BGs (4th row: BG-probe complex band 5th row: equivalent mobility to monomer band).   






supBGRP BmBGRP TcBGRP Dectin-1
Temperature (℃)
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1-1-3    -glucan 結合特異性に関する検討  
 
supBGRP の結合特異性を検討するために competitive EIAによる多糖試薬に対する特異性
を mDectin-1 Fc と比較した。Fig. 1-3が示した通り supBGRP(A)と mDectin-1 Fc(B)はともに
今回用いた BGでない多糖の試薬である CMC, Dex, Xyl, Man, PEGには反応性を示さなかっ
た。 
どちらのタンパク質も CSBG, LAM, Pach, SPG, APBG, SCLなどの(1->6)分岐側鎖を持つ BG
に対して反応性を示し, 分子量の大きいものに対しては強く反応を示した。一方で(1->6)分
岐を持たない BGである Curd や smCurdに対しては反応性が低かった。また(1->6)分岐側鎖
が 2:3 と高頻度である AP-FBG に対しては反応性が低かった。また、これらの結果より
supBGRP の結合活性は由来系統の野生型 BGRP である BmBGRP と近似しており、1 本鎖に
対して反応性の高い野生型 BGRP の TcBGRP は supBGRP の反応性が低い Curd に対して反
応性が高く supBGRPの反応性とは違った結果となった。 








competitive EIAで検討したところ, Fig. 1-4 で示した通り supBGRP と mDectin-1 Fc は共に
16糖のラミナリオリゴ糖で有意な抑制が見られたことから結合可能最小残基数はほぼ同等
であると考えられる。  





Fig.1-3 Inhibitory effect of polysaccharides on interaction between BG binding proteins and 
solid phase SCL. 
(A) Effect of various polymers on binding of supBGRP to SCL.  




















































- 18 - 
 
 
Fig. 1-4 Inhibitory effects of laminari-oligosaccharides on interaction between supBGRP or 
mDectin-1 Fc and solid phase SPG. 
The inhibitory effects of laminari-oligosaccharides ((1->3)--D- glucosyl oligosaccharides 
composed of 7, 8, 12, and 16 glucose residues) and SPG on binding between supBGRP or mDectin-
1 Fc and solid phase SPG were determined by competitive EIA. Samples were compared with blank 





















1-1-3で示した通り sup BGRP は ELISA様の EIAでの利用が可能であったことから BG検出
感度の検討とキノコ粗抽出物中の BG含量測定への応用を行った。 supBGRP によるサンド
イッチ EIAの CSBGに対する検出限界(DL=3.3*[blank SD]/[inclination of calibration curve])と
定量限界(QL=10*[blank SD]/[inclination of calibration curve])を算出した。Fig. 1-5 (A)で示した
通り CSBG 1 ng/mL以下において検量線は直線性を示し, DL=25.9 pg/ mL, QL=78.5 pg/ mLと
算出された。現行法ではスタンダードや測定法による差はあるものの深在性真菌症の患者
血中の BG 濃度は 20 pg/mLをカットオフ値として設定されていることから本法による検出
感度は深在性真菌症患者血中 BGと近似した結果となった。しかし現在汎用されているリム
ルス G テストによる定量範囲は 4-500 pg/mL であるため深在性真菌症の診断に適用するに
は改良が必要であると考えられる。 
BGが含まれている食品の中でもキノコには多くの BGが含まれている。そこでキノコ由
来の BG試薬に対する反応性をサンドイッチ EIAで比較すると Fig. 1-5 (B) で示した通りシ
イタケ由来の LNT に対して他のキノコ由来の精製 BG よりも反応性が高かった。そこで
様々な多糖やタンパク質などが夾雑している粗抽出物中の BG を測定したところ。Fig. 1-5 
(C)及び(D) で示した通り本法によって糖含量 30－80 % (Table 3) の 6 種の食用キノコ (マ
イタケ (GF), シイタケ (LE), ヒラタケ (PO), ブナシメジ (HM), キクラゲ (AP), エノキタ
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Table 3 The component of extract from edible mushrooms.  
(A) Hot water extract 






BG content  
(mg SPG equivalent/25g) 
GF 0.6 16.8 31.8 1170 ± 2.5 
LE 0.7 8.5 80.4 70 ± 2.5 
PO 0.8 14.4 46.6 888 ± 30 
HM 0.7 14.1 52.4 3618 ± 353 
AP 1.1 4.7 87.4 40 ± 0.0 
FV 0.9 14.0 52.0 3908 ± 223 








(mg SPG equivalent/25g) 
GF 0.7 6.2 38.5 74195 ± 583 
LE 1.2 6.3 83.8 130 ± 5.0 
PO 0.7 10.9 43.5 86268 ± 2775 
HM 0.9 5.5 58.6 18158 ± 215 
AP 2.6 5.2 63.3 38 ± 2.5 
FV 1.2 14.3 41.2 38400 ± 2188 
Twenty-five gram of lyophilized powder of edible mushrooms (Grifola frondosa (GF), Lentinus 
edodes (LE), Pleurotus ostreatus (PO), Hypsizigus marmoreus (HM), Auricularia polytricha (AP) and 
Flammulina velutipes (FV)) with 500 mL DIW autoclaved at 121℃ for 120 min. The resulting 
supernatant was lyophilized and called hot water extract. The resulting precipitate was treated with 
250 mL 0.5 N NaOH at 4℃ for overnight. The resulting supernatant was neutralized with acetic acid, 
dialyzed with DIW and lyophilized. This resulting powder called alkali extract. The component of (A) 
hot water extract and (B) alkali extract. The protein content was measured by BCA assay. The sugar 
content was measured by phenol sulfuric acid method. And the BG content of SPG equivalent was 
measured by ELISA with anti-Grifolan polyclonal antibody.  
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(A)                                   (B) 
 
(C)                                    (D) 
  
 
Fig. 1-5 Determination of polysaccharide content by the EIA assay using supBGRP. 
(A) Investigation of reactivity of sandwich EIA with supBGRP at low concentrations of CSBG.  
(B) Determination of polysaccharide content of commercially available mushroom polysaccharide 
reagent.  
(C) Detection of BG in the hot water extract of edible mushrooms.  
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1-2-2  ゲルシフトアッセイへの応用 
 
BN-PAGEを用いたゲルシフトアッセイによる多糖への反応性を検討するために supBGRP, 
BmBGRP及び TcBGRPの 3 種の BGRP に対して LAM, SPG, CSBG, BAL,及び Curdの 5 種の
BGを用いて検討を行った, Fig. 1-6 (A) で示した通り, 泳動度の低い複合体のバンドは結合
した多糖の量に応じて出現し, 泳動度の高い単量体のバンドは多糖の量に応じて減少した。
しかし複合体形成に伴って現れるバンドは BGの分子量により様々であり CSBGや Curdな
どでは複合体が極端に低泳動度で泳動ゲルまで到達できないものも存在したため, 単量体
バンドの消失によって反応性の比較を行った。Fig. 1-6 (B)で示した通り supBGRP と
BmBGRPは共に CSBGや LAMに反応し Curdや SPGに対してやや反応性を持つが BALに



























Fig. 1-6 Examination of the use of BGRP for gel shift assay by BN-PAGE. 
(A) The BG quantity dependency of BN-PAGE reacted with 2  g of supBGRP. 
(B) The reactive specificity of BGRPs to BG reagent by BN-PAGE.   
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1-2-3 免疫染色への応用  
 
supBGRP を用いて生物試料中に存在する BG の局在を検出できるか検討する目的で, 免疫
染色法への応用を試みた。C. albicansのホルマリン固定菌体及び S. cerevisiae 菌体の熱アル
カリ処理物である dZymに対して, Biotin化 supBGRP及び PE Streptavidinもしくは Alexa 647
で染色し, 蛍光顕微鏡で観察した。C. albicans の酵母様菌体の細胞壁最外層は mannan に覆
われているが, 出芽痕や菌糸では BG が表出することが知られている。Fig. 1-7 (A) (B)で示
した通り出芽部位近辺及び菌糸に対して高い蛍光シグナルが検出され, それ以外の菌体細
胞壁ではほとんど検出されなかった。また Dectin-1リガンドである粒子状の BG試薬 dZym
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  (A)  
   
 (B)  
   
 (C)  
   
Fig. 1-7 Application of supBGRP for fluorescence immunochemical staining of fungal 
materials. 
(A)Staining of C. albicans in mycelial from with supBGRP. (B)Yeast form of C. albicans stained 









アフィニティクロマトグラフィーに supBGRPを応用する目的で, supBGRPと BGの結合の
乖離条件について検討した。Fig. 1-8 (A)で示した通り EIA での検討では supBGRP と LAM
との結合は 0.03 M 水酸化ナトリウム水溶液で完全に乖離した。一方, 酸やエタノール, 界
面活性剤等では結合乖離はみられなかった(データ示さず) 。1-1-1 で示した通り supBGRP
は pH 13 まで結合性を維持していたことから活性について検討したところ Fig. 1-8 (B)で示
した通り 0.4 M 水酸化ナトリウム水溶液による処理後 supBGRP でも EIA での反応低下は
見られなかった。すなわち, アルカリ溶液処理は BGRP のタンパク質変性を生じさせている
のではなく, BG と BGRP 間の相互作用を乖離させているに過ぎないものと考えられた。そ
のため結合乖離条件と失活の条件は差があり, アルカリ溶液処理による乖離が可能である
と考えられる。そこで HiTrap NHS-activate HP Columns に supBGRP をカップリングにより
カラム担体に共有結合させ, スギ花粉抽出液から BGを分画できるか検討した。 
EIA によりスギ花粉の粗抽出物中の BG 含量をあらかじめ求めたところ, 平均して 300 
ng/mL の BG を含んでいることがわかった。この粗抽出物 1 L を supBGRP アフィニティカ
ラムに通過させ, カラム洗浄後, 吸着した BG をアルカリ溶液により溶出処理し, 回収した
ところ 300 g の BGが得られた。また Fig. 1-8 (C)で示した通りこのアフィニティカラムに
よる濃縮効果は約 1000倍であることがわかった。また 10回の繰り返しの使用でも supBGRP
アフィニティカラムは BG結合活性を失わず使用できることもわかった(データ示さず) 。 
 
  














Fig. 1-8 Characterization of supBGRP as a capture molecule for the BG ligand of affinity 
chromatography. 
(A) Dissociation of supBGRP and LAM by sodium hydroxide.  
(B) Effect of sodium hydroxide on solid phase supBGRP.  
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本章では新規 BG反応性タンパク質である supBGRPの特性と BG定量, 免疫染色及び BG
分画への応用について検討した。 第一節で特性について検討し, supBGRP は Dectin-1 と類
似したBG反応特異性を持ち, 広い pH範囲並びに温度域で安定なタンパク質であり, Dectin-
1 反応性の BGを解析するのに適したプローブであることを明らかとした。第二節では EIA
でのキノコ抽出物からの BGの測定や真菌菌体の免疫染色, 花粉抽出物からの BGの分画を
行い supBGRP の実際の応用について検討した。 
市販実用化されている BG の測定法は, カブトガニの Factor G を利用したリムルス G テ
ストとグルカナーゼや酸などによる分解産物のグルコースを測定する GEM アッセイやフ
ェノール硫酸法, そして抗体やレクチンなどの BG結合性タンパク質を利用した EIA78, 79, 80)
の 3 つに大きく分けられる。 















難であるが, EIA 法は微量でも分岐構造などの推定が可能であり, 微量 BG の構造解析に有
用であると考えられる。 
また, supBGRPは苛烈な条件下でも活性を失わずに BG特異的なプローブとして利用でき
ることから, アルカリ前処理等で BG 以外の生物試料を変性させるなどの方法で, 夾雑物を
多く含む試料でも BG 測定や BG の分画など効率よく行うことが可能である点で他のプロ
ーブよりも有用であると考えられる。 
第二節で示した通り supBGRP は様々なアプリケーションに応用可能であった。EIA法で
は LAL 法に感度は及ばなかったものの食品抽出物中の BG を精製 BG の反応性に応じて含
量換算することが可能であり, 免疫染色やゲルシフトアッセイなどに利用可能な安定な結




呈していた。黄色成分は 1 kDaの透析膜を透過する物質であり。supBGRP は少なくとも 12
糖のラミナリオリゴ糖よりも短い糖鎖に結合しないことから黄色成分は supBGRP に対して
結合しているわけではなくカラム担体のセファロースに吸着し, 溶出されている可能性が








緒論で述べたように種々の花粉中には BGが含まれていることから, スギ花粉にも BGが
存在し, 何らかの免疫に対する作用を持つ可能性がある。高等植物が持つ BGとしてカロー
スが知られている。カロースは(1->6)- -側鎖を持つ比較的高分子量の不溶性 BGであり, 植
物体への病原体侵入や土壌のイオン変化によるストレス及び被子植物花粉発芽時の花粉管




Cry j 1は花粉表面のビッシュ小体に含有されているが Cry j 2 は花粉内に含まれており内容
物の漏出とともに放出されることから 88, 89, 90), 花粉破裂に伴い内容物の漏出は少なからず
起きていることが推察される。先行研究においてスギ花粉症内在性のアジュバント物質に
関する研究は水溶性の成分に対する解析がほとんどであり 23, 24, 25, 26), 粒子状物質の持つ免
疫原性について論じたものは少ない 22, 91)。また花粉成分中でも多糖に関しての研究は少な
い 92)。 
BG受容体の一つの Dectin-1 に対する刺激は BGの物性の違いによって反応性が違うこと
が知られており, 粒子状の BG では炎症性サイトカインや ROS 産生などの炎症反応誘導が
おこり, ゲル形成性の BG では, 炎症性サイトカインの産生誘導を起こし, 可溶性の BG で
は粒子状 BG の活性に対してアンタゴニスティックな作用を発揮する 44)。物性の違いによ
る Dectin-1 の反応性の違いについて, Dectin-1とともに phagocytic synapse を形成する CD148
と CD45 によるチロシンリン酸化酵素を介した制御メカニズムが提唱されている 93)。その
ため Dectin-1 を介したアジュバント作用に関しても BG の物性に応じた違いが起きる可能
性があり, スギ花粉中の BGの物性や局在の解明は花粉そのものの持つDectin-1を介した免
疫作用の理解に重要であると考えられる。 
そこで本章では mDectin-1 Fc 及び supBGRP, BmBGRP を用いてスギ花粉中の BG の局在
解析及び定量を行った。そしてスギ花粉中の BGの免疫作用を Dectin-1に対する反応性から 
in vitro でマウス骨髄由来樹状細胞を用いて検討し, in vivo で花粉の経鼻投与によりスギ花粉
特異的なアレルギーのモデルマウスを作成し検討した。 





スギ花粉を 5 mg/mLとなるように 0.1 M炭酸水素ナトリウム(Wako)水溶液(pH 8.5)に懸
濁し, 30分間転倒混和し, 破裂処理を行った。破裂処理後の花粉懸濁液 4 mLを Histpaque-
1119 (Sigma) 4 mLに重層し, 300× g で 5分間室温にてスイングバケットローターにて遠
心分離した。分離した後, 浮遊している分画(Pc)を別の遠心管に回収し, Pc及び沈殿した分
画(Pp)それぞれに 15 mL生理食塩水を加え 300× gで 5 分間遠心分離することで 2 回洗浄
し, 4 mLまで生理食塩水でメスアップして 5 mg/mL の分画と設定した。上清の分画(Ps)は
破裂処理後に 2000×g で 5 分間遠心分離し上清を回収し, 5 mg/mLの分画と設定した。Ps
は細胞の刺激に用いる際は 0.20 mのシリンジフィルター(Iwaki)にて粒子を除去した。 
 分画条件検討の際には Histpaque-1077, Histpaque-1083, Histpaque-1119を比重の高い順に
下から 1 mLずつ重層した後に花粉懸濁液を 1 mL重層して遠心分離を行った 






5 mg/mL相当のスギ花粉もしくは Pp, Pc 100 Lを 2 % FBS (Biosera)を加えた PBS(2% 
FBS-PBS)に 300×g で 5 分間の遠心分離することでバッファー交換した後 30分間室温で転
倒混和してブロッキング処理を行った。ブロッキング処理後遠心分離し上清を廃棄し, 2 
g/mLの Biotin 化 mDectin-1 Fc もしくは Biotin化 supBGRPもしくは Biotin 化 HA-hIgG1 Fc 
(human IgG Fc control protein)と 1.25 g/mL の Alexa 647を加えた 2% FBS-PBS 100 Lを室
温暗所にて 30 分間転倒混和した。処理後それぞれのサンプルは遠心分離し, 500 Lの 2% 
FBS-PBS で 5 回洗浄した後に 20 Lの 2% FBS-PBS を加え懸濁させ, 10 Lをスライドガラ
スに滴下して EVOS FL cell imaging systemの Cy5 LED light cube を用いて撮影した。 
低分子 BGによる結合抑制実験では 2.5 mg相当の Pp を 100 Lの 2% FBS-PBS でブロッキ
ング処理し, 10 ng/mL の Biotin 化 mDectin-1 Fc 及び 0, 100, 500 g/mLの LAMもしくは Dex
を含んだ 200 Lの 2 %FBS-PBS で 30分間処理し, 1 回洗浄後 2.5 g/mL の Alexa 647を含ん
だ 200 Lの 2 %FBS-PBSで 30分間処理し洗浄後観察した。また, 遊離 mDectin-1 Fc量の測
定時は 2.5 mg 相当の Pp を 100 Lの BPBSで 30 分処理し, 1 回 BPBSにて洗浄後 10 ng/mL
の mDectin-1 及び 0, 2, 10, 50 g/mLの LAM, Dex, Xyl, メチルセルロース(MC; Wako), MAN
を添加した BPBS 溶液 200 L にて 1 時間室温で処理した後, 遠心分離で上清を回収し, 
mDectin-1の量をELISAにて測定した。mDectin-1 FcのELISAは 0.1M Carbonate buffer (pH9.5) 
に 2 g/mL Anti-IgG Fc Human, Goat-poly (Bethyl)を添加したものを ELISAプレートに 25 L
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加えて 4℃ overnight で処理した後 PBST にて 3 回洗浄し, BPBS 75 Lにて 1 時間ブロッキ
ング処理した。ブロッキング処理後 3回洗浄し, サンプル及びスタンダードとして 25 ng/mL
から連続 2 倍希釈でスタンダード系列を作成した mDectin-1 Fc を 1 時間反応させた。プレ
ートを 3 回洗浄した後に Anti-IgG (Fc) Human Goat poly HRP (Bethyl)の 2000 倍希釈 BPBS 溶
液を 25 L 加えて 1時間反応させた。反応後 7 回洗浄し TMB 25 Lを添加して 5～10分発
色が観察されるまで反応させた後 1 N リン酸 25 L を添加し反応を停止させた。吸光度は
マイクロプレートリーダーMTP-450 にて測定波長 450 nm, 参照波長 630 nm にて測定した。 
スギ花粉切片の蛍光染色 
スギ花粉切片の撮影は慈恵医科大学 平塚理恵先生に行って頂いた。 
 切片化のために Pp 及び Pc はエタノールで洗浄し, アセトンで 4℃ 12時間処理した。そ
の後 2時間ごとにスパーテルで塊をほぐしながら 50℃にて 6 時間乾燥させた。アセトン乾
燥させたサンプルはエタノールに浸潤させた後, Technovit 7100 resin (Kulzer)にて樹脂包埋
した。樹脂ブロックは 1 mに薄切し, 4%ブロックエース(DS Pharma Biochemical) (1×ブロ
ックエース) にて 1時間処理した後, 5 g/mLの Biotin 化 Dectin-1 Fc もしくは Biotin化
HA-IgG1 Fcを添加した 10×ブロックエースで 4 ℃にて 2日処理した。処理後, それぞれ
の切片は 10×ブロックエースで洗浄し, Streptavidin Alexa Fluor 488 conjugate (Alexa 488; 
Thermo Fisher Scientific) を 10×ブロックエースで 75倍に希釈した溶液中で 35 ℃にて 1
時間処理した。処理後それぞれのサンプルは 10×ブロックエースで洗浄し, BX50 
(Olympus)にて撮影した。 
スギ花粉切片の免疫電子顕微鏡撮影 
スギ花粉の 1 m Technovit 包埋樹脂切片をスライドガラスに固定し 1×ブロックエース
にて室温で 1 時間ブロッキング処理を行った。ブロッキング後 1 g/mL BmBGRP を添加
した 10×ブロックエース溶液にて室温で 4.5 時間処理し, 10×ブロックエースにて洗浄し
た。洗浄後抗 BmBGRP ウサギポリクローナル抗体 40 g/mLを添加した 10×ブロックエー
スにて 4 ℃で overnight処理した。処理後 10×ブロックエースにて洗浄し, 12 nm colloidal 
gold AffiniPure goat anti-rabbit IgG (Jackson Immunoresearch)を 10×ブロックエースで 20倍に
希釈した溶液中で室温にて 1時間処理した後, 1%酢酸ウラニル及びクエン酸鉛溶液にて切
片を染色し, FE-SEM (SU8220;Hitachi)にて観察した。 
 
スギ花粉分画からの BG抽出 
5 mg/mL の Pp 及び Pc 4 mLを 2000×g  5分間の遠心分離により DIWに buffer 置換し 20 
mg/mLの分画懸濁液 1 mLに調製した後 Fastprep 24 (MP Biomedicals)を利用し, Lysing 
Matrix Dを使用して 6.0 m/s で 30秒破砕処理した。破砕懸濁液を回収し遠心分離で上清を
回収し, DIW 1 mLを加えて遠心分離で洗浄し, 上清を回収した。この 2 つの上清を水溶性
画分(Wf)とした。Wf 回収後の沈殿に Dimethyl sulfoxide (DMSO; Sigma) 1 mLを加えて同様
に破砕処理と洗浄処理を行い回収した上清を DMSO画分(Df)とした。Df 回収後の沈殿に
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DMSO 1 mLを加えて 121℃ 20 分間のオートクレーブ処理を行いオートクレーブ後の懸濁
液を遠心分離し, 上清を回収した。この上清を DMSOオートクレーブ画分(DAf)とした。 
Psは粒子成分が無いためWf のみを測定した。 
BGの含量は LAMをスタンダードとして supBGRPによる sandwich EIAで定量した。 
 
マウス骨髄由来 DCを用いた in vitroでの検討 
 野生型 Balb/c マウス(WT)は SLCより 4もしくは 5週齢で購入し東京薬科大学動物施設
１階 SPFにて１週間以上維持飼育を行ってから使用した。Dectin-1KO Balb/c マウス(KO)は
東京理科大学 岩倉洋一郎先生より分与いただいたマウスを東京薬科大学動物施設１階 SPF
にて自家繁殖し使用した。全ての動物実験は東京薬科大学動物実験委員会の承認を得て行
った。（動物実験計画承認番号 P16-94, P17-54, P18-42, P19-33） 
遺伝子組換え動物を使用した実験については組換え DNA実験安全委員会の承認を得て行
った。(実験番号 Y2015-31, Y2019-47) 
immature BMDCの調製 
6～8 週齢の雌のWT 及び KOマウスの脛骨及び大腿骨を摘出し, 末端を切除して内部を
50 g/mLのゲンタマイシン硫酸塩(Wako)を添加した RPMI1640(RPMI; Gibco) に洗浄し骨
髄細胞を得た。骨髄細胞は ACKバッファーを用いて溶血処理後 RPMI10 mLにて 2回洗浄
し使用した。細胞数はトリパンブルー(Wako)で染色し, 血球計算盤を使用して測定した。1
×106 cells/mLとなるように 10％FBS を添加した RPMI(FBS-RPMI)中で調製し, 10 ng/mLと
なるように recombinant mouse IL-4 (rmIL-4; Biolegend)及び recombinant mouse GM-
CSF(rmGM-CSF; Biolegend)を添加し, 96 well flat bottom plate (Sumilon)に 200 Lずつ播種し
37℃ 5％CO2で培養した。day 3にそれぞれの wellをピペッティングし非付着性の細胞を
浮遊させた後アスピレーターで上清と浮遊した細胞を除去し 200 L の 10 ng/mL rmIL-4, 
rmGM-CSF含有 10% FBS-RPMIを添加した。day 5に 100, 10, 1 g/mLとなるように JCP, 
Pp, Pc, Ps, LAM, dZymを添加した。ポジティブコントロールとして Lipopolysaccharides 
from Escherichia coli O111:B4 purified by phenol extraction (LPS; Sigma) を添加し, ネガティブ
コントロールとして RPMIを添加した。刺激 48 時間後にプレートを 300×gで 5分間遠心
分離し上清を回収した。回収した上清は-30℃で１日以上保存し使用した。FACS での解析




(Sumilon)に 1×106 cells/mL の細胞を 20 mL播種し 37℃ 5％CO2で培養した。day 3にシ
ャーレをピペッティングし非付着性の細胞を浮遊させた後アスピレーターで上清と浮遊し
た細胞を除去し 20 mL の 10 ng/mL rmIL-4, rmGM-CSF含有 10% FBS-RPMIを添加した。
day 5 に 40 ng/mL となるように recombinant mouse TNF- (rmTNF; Biolegend)を添加した。
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day 7 に上清を回収し再度 40 ng/mL rmTNF及び 10 ng/mL rmIL-4, rmGM-CSF含有 10%FBS-
RPMIを加えた。回収した上清は 300×g で 5 分間遠心分離し沈殿した細胞はシャーレに戻
した。day 10 にシャーレをピペッティングして非付着性の細胞を浮遊させた後に細胞懸濁
液を回収し 300×g で 5 分間遠心分離した。得られた細胞は 10%FBS-RPMI中で 1×106 
cells/mL となるように調製し, 96 well flat bottom plateに 200 Lずつ播種し, immature 
BMDCと同様に花粉分画及び試薬で刺激し 48時間後に上清を回収した。FACS での解析の
際には day 10 で得られた細胞懸濁液を使用した。 
FACSでの解析 
1×106 cells/mLの細胞懸濁液 500 Lを 300×g 5 分間遠心分離し上清除去後 0.1％アジ化
ナトリウム含有 2%FBS-PBS (FACSバッファー) 500 Lで再懸濁し, 1 L の purified anti-
mouse CD16/32 antibody (Biolegend)を添加し, 4℃で 30 分処理した。処理後テストプレート 
96ウェル V底 に 50 Lずつ分注し抗体希釈液 50 Lを添加した。 
抗体希釈液は RAT ANTI MOUSE DECTIN-1 :RPE (Clone: 2A11; Biorad)は FACSバッファ
ー40 L に 10 L を添加し, その他の抗体試薬では FACSバッファー50 Lにつき 0.5 L
の抗体試薬を加えて調製した。使用した抗体試薬は FITC anti-mouse CD11c antibody (Clone: 
N418), FITC Armenian hamster IgG isotype ctrl antibody (Clone: HTK888), PE anti-mouse/human 
CD11b antibody (Clone: M1/70), PE rat IgG2b,  isotype ctrl antibody (Clone: RTK4530), APC 
anti-mouse CD86 antibody (Clone: PO3) APC rat IgG2b,  isotype ctrl antibody (Clone: RTK4530)
は Biolegendより購入し, BD Pharmingen™ PE mouse anti-mouse I-A[d](Clone: AMS-32.1)は
BD bioscienceより購入した。 
抗体との反応後, 300×g で 5分間プレートを遠心分離し, 上清を除去した後 FACSバッフ
ァー 200 Lを加えて洗浄した。3 回洗浄した後 200 Lの FACSバッファーで再懸濁し, 
355メッシュのナイロンメッシュにて凝集塊を除去しながら Falcon 96 well マルチウェルプ
レート U底(Corning)にサンプルを移し測定した。測定は FACS Accuri (BD)にて測定し, 測
定データは Flowjoにて解析した。 
 
花粉投与による in vivoでのアレルギーモデルの検討 
 
投与花粉(JCP)の調製 
スギ花粉 400 mg を遠心管に測りとり 20 mL のエタノールに 30分間室温で浸漬した。浸
漬後安全キャビネット内にて室温でアスピレーターによるエタノールの減圧留去を行っ
た。エタノール留去後 40 mLの生理食塩水(大塚製薬)を加えて再懸濁させた後 500 Lずつ
分注し-30℃で使用まで保存した。 
花粉投与 
投与スケジュールの概要は Fig. 2-13に示した。4 週齢で購入した雌のWTマウス及び自
家繁殖の KOマウスを 4-6 匹ごとに NT, JCP, Alumの 3群にケージ分けし 1 週間後より実
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験に供した。投与 5週齢(day -7)で Alum群は 4 mgの ImjectTM Alum Adjuvant(Thermo Fisher)
及び 1 mgの JCP の生理食塩水混合液 200 Lを腹腔投与した。day 0 から 1週間に 2回, 
合計 13回 Alum群と JCP群は JCPを, NT群は生理食塩水を 20 L経鼻投与した。投与は
麻酔下で行った。麻酔は毎回各マウスの体重を測定しドミトール(日本全薬工業) 3.75 mL, 
ミダゾラム注 10 mg「サンド」(サンド) 4 mL, ベトルファール(Meiji Seika ファルマ) 5 mL
と生理食塩水 37.25 mLの混合液を体重 10 g につき 0.1 mLの割合で腹腔内投与し, 正向反
射の消失を確認してから投与を行った。投与終了後は速やかにアンチセダン(全薬工業) 
150 Lと 9.85 mLの生理食塩水の混合液を体重 10 g につき 0.1 mLの割合で腹腔内投与し
た。day 0, 7, 14, 21, 28, 35 には Hepanized Micro-Hematocrit Capillary Tube (Termo Fisher)を用
いて投与直前に眼窩よりキャピラリー2本分の採血を行った。眼窩採血は右眼から行い, 
経鼻投与は採血を行った際は左鼻から, それ以外は右鼻から投与した。投与最終日(day 42)
は投与直後から 3 分間の動画を GZ-EX250-S (JVCケンウッド)にて撮影し, くしゃみの回数
を数えた。day 43 に CO2にて屠殺し, 心臓からの採血及び脾臓を回収した。採取した血液
は 1000×gにて 5 分間遠心分離し血清を回収した。脾臓は 6 mLの RPMI中でスチールメ
ッシュにてすり潰した後 300×g にて 5分間遠心分離し上清除去した後 ACKバッファーで
溶血処理を行った。溶血処理を行った脾細胞は RPMI 10 mLにて 2回 300×g にて 5分間
遠心分離し上清を除去することで洗浄し RPMI 2 mLに懸濁後細胞数を測定した。細胞は
10%FBS-RPMI中で 5×106 cells/mLに調製し 200 Lずつ 96 well flat bottom plate に播種し, 
10, 1 g/mLとなるように JCP を添加した。ポジティブコントロールとして 40 ng/mL 
PMA(Sigma)と 4 g/mL Ionomycin (Merk Millipore)を添加し, ネガティブコントロールとし





た。TNF- の測定は ELISA MAXTM Standard Set Mouse TNF- (Biolegend)を,  IL-6 は




総 IgE (total IgE)は IgE, Mouse, ELISA Quantitation Set (Bethyl)を, 総 IgG (total IgG)は IgG, 
Mouse, ELISA Quantitation Set (Bethyl)を用いて測定した。スギ花粉特異的 IgE(JCP s-IgE)及
びスギ花粉特異的 IgG(JCP s-IgG)は鳥居薬品研究所にて測定していただいた。JCP s-IgEは
rat anti-mouse IgE monoclonal antibody(Southern Biotech)をコートしたプレートを 10％ FBS-
PBSでブロッキング処理し, サンプル及びスタンダード血清を反応させた後に, Biotin化 J
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スギ花粉抽出物を反応させた。その後 streptavidin -galactosidase conjugateを反応させて洗
浄後 4-methylumbelliferyl-beta-D-galactoside (Sigma)を加え fluorescent intensityを測定した。 
JCP s-IgGはスギ花粉抽出物を pH 9.5 の 0.1 M炭酸緩衝液にてプレートに固相化し, 10％
FBS-PBS にてブロッキングした。ブロッキング後サンプル及びスタンダード血清を反応さ
せた後, horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse polyclonal IgG (Kirkegaard & Perry)で処理















は弱アルカリ性であることが報告されていることから pH 8.5 の炭酸水素ナトリウム水溶液
をスギ花粉に滴下したところほぼ全ての花粉が破裂を起こした。一方で pH 4.5 のリン酸二
水素ナトリウム水溶液での処理では破裂しなかった。破裂させた花粉の外殻と破裂内容物
とを分離するために Histpaque 1077, 1083, 1199 の 3種を 1 mLずつ重層し密度勾配遠心分離
法にて分画したところ Fig. 2-1 (A)が示す通りスギ花粉の高比重画分は沈殿し, 低比重画分
は 3 層に層状に分離された。上層から 1 mLずつ分取し顕微鏡で確認したところ上から 3 
mLには主に破裂内容物が含まれ, 最下層の 1 mLには主に外殻が含まれていた。そのため
1119 のみを利用して Fig. 2-1 (B)が示す通りスギ花粉を分画し, 主に破裂内容物が含まれる
低比重画分(Pc)(Fig. 2-1 (D))と主に外殻が含まれる高比重画分(Pp)(Fig. 2-1 (E))とに分画し, 
分画した花粉は BG含量の定量や細胞刺激に利用した。 
(A)              (B)                        (C) 
       
Fig. 2-1 Japanese cedar pollen fractionated with density gradient centrifugation. 
(A) Fractionated with Histpaque 1077,1083 and 1199. (B) Fractionated with Histpaque 1119. 
(C) Ruptured JCP before fractionation. (D) Pc fraction. (E) Pp fraction.   
(D) (E) 




スギ花粉中 BGについて明らかにするためにスギ花粉を Biotin化 mDectin-1 Fc 及び Alexa 
647で染色した。Fig. 2-3 (A)で示す通り非破裂状態の花粉ではmDectin-1 Fc による染色部位
はみられなかったが破裂した花粉は染色されていた。事前に破裂させた花粉を染色したと
ころ (Fig. 2-3 (B)(C)), 外殻には染色された部位が観察されたが破裂内容物の表面はほとん
ど染色されていなかった。外殻表面のシグナルは Fig. 2-3 (D)で示す通り glucanase による処
理でシグナルが消失し, また Fig. 2-4 (A)で示す通り水溶性 BGである LAMによる前処理で
シグナルは抑制された。また, 多糖前処理後の反応液中のmDectin-1 Fcの残存濃度を測定し
たところ, Fig. 2-4 (D)で示したように LAMの濃度依存的に増加したが, LAM以外の可溶性
多糖では前処理濃度を高くしても変化は無かった。花粉内在性の BGについても検討するた
め, 花粉を樹脂包埋し, 薄切切片について Biotin 化 mDectin-1 Fc 及び Alexa 488 にて染色し
たところ Fig. 2-5 (A)で示す通り花粉の外殻では外壁の内側に染色部位が確認された。一方, 
破裂内容物では花粉壁内壁にはシグナルが検出されず, Fig. 2-5 (B)が示す通り生殖細胞及び
花粉管細胞の細胞壁でシグナルが確認された。 
 
Fig. 2-2 Parts of a ruptured Japanese cedar pollen (JCP).  
The JCP cell wall (sporoderm) is divided into an outer wall (exine: EX) and an inner wall (intine: 
IN). The outer side of the EX is called sexine (SE) and the inner side of EX is called nexine (NE). EX 
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(A)                                     (B) 
    
(C)                                     (D) 
    
                    (E) 
 
Fig. 2-3 The fluorescence microscopy of JCP surface staining with mDectin-1 Fc. 
(A) mDectin-1 Fc stained unruptured and ruptured JCP (B) EX of ruptured JCP. (C) IN, GC and 
TC, (D) Zymolyase-treated EX of ruptured JCP. (E) The EX of ruptured JCP treated with 
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Fig. 2-4 Inhibition of mDectin-1 Fc binding to Pp by polysaccharides. 
(A) Inhibition of mDectin-1 Fc binding to Pp with LAM (soluble (1->3)--glucan) and Dex (soluble 
(1->4, 1->6)--glucan). The white arrows showed signal positive particle and the red arrows showed 
signal negative particles. (B) The rate of signal positive particles. (C) The mechanism of inhibition. 
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(A)                                       (B) 
   
                       (C) 
 
Fig. 2-5 The fluorescence microscopy of JCP section staining with mDectin-1 Fc. 
(A) Section in EX of ruptured JCP was stained with mDectin-1 Fc (B) Section of GC and TC stained 
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2-1-3 BGRPを用いた-glucan 局在の検討 
 
supBGRPを用いて花粉自体を染色したところ Fig. 2-6で示す通り 2-1-2 で示した mDectin-1 
Fc の結果と同様に破裂させた外壁にシグナルが検出されたが破裂内容物表面は染色性が低
かった。そこで supBGRP でスギ花粉中の BG の定量的な局在を明らかにするために分画花
粉からの BG 抽出物及び破裂上清 (Ps) の BG の含量を supBGRP の sandwich EIA にて測定
した。花粉は Fig. 2-7 (A)で示す通りビーズクラッシャーを用いて水及び DMSOで抽出した
後 DMSO 中でオートクレーブ処理を行うことで抽出した。Fig. 2-7 (B)で示す通りスギ花粉
の破裂を抑制する弱酸性で処理して得られた Ps の BG 含量に対して破裂を誘導する弱塩基
性溶液での処理では有意に Ps の BG 含量が増加した。そのため水溶性の BG は破裂により
流出していることが示唆された。分画粒子中の BGを比較すると Fig. 2-7 (C)で示す通り BG
の大部分は破裂内容物中に含有されていた。しかし 2-1-2で示したとおり単純な破裂ではこ
の BGは露出していなかった。一方外殻からも BGは抽出され, その含量は破裂によって放
出される BGと同程度の含量であった。 
花粉内の BG 局在を詳細に解析するため電子顕微鏡観察を行った。花粉切片を BmBGRP, 
抗 BGRP ウサギ抗体及び金コロイド標識抗ウサギ抗体を用いて染色した後, 電顕にて検討
を行った。Fig. 2-8 (A)で示す通り外殻中の染色による金コロイド粒子は花粉壁外壁のネキシ
ン層に局在し, 外壁のセキシン層や内壁のインティン層にはほとんどコロイド粒子は検出
されなかった。またこのネキシン層の金コロイド標識は Fig. 2-8 (B) (C)で示す通りネキシン
層の走行に沿って検出された。一方花粉内容物に対しては Fig. 2-8 (D) が示す通り金コロイ
ド標識は GCと TCの間隙に局在していた。 
(A)                                      (B) 
    
     
Fig. 2-6 The fluorescence microscopy of JCP fraction stained with supBGRP. 








(B)                            (C) 
   
Fig. 2-7 BG extraction from JCP. 
(A) The procedure of BG extraction from JCP fraction. (B)The comparison of BG content by 
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(A)                                          (B) 
    
(C)                                          (D) 
    
Fig. 2-8 The immunoelectron microscopy of JCP section labeled with BmBGRP and colloidal 
gold. 
(A) The sporoderm of un-ruptured JCP. The arrows were shown the gold particles. (B) EX of JCP. 
(C) The particle edge section of JCP (D) Section of GC was stained with BmBGRP.  
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第二節：in vitro におけるスギ花粉-glucanの免疫刺激作用の検討 
 




用いた主要な細胞表面マーカーは Fig. 2-9 で示した通り CD11c(+) CD11b(+) CD86(-) MHC 
class Ⅱ(-) Dectin-1(+/-)であった。Fig. 2-10(A) (B)で示した通り, WT の iBMDCではスギ花粉 
(JCP)及び Pp との共培養により濃度依存的に TNF- 産生が認められた。一方, KOでは JCP
及び Pp との培養による濃度依存的な TNF- 産生は見られなかった。この結果は粒子状の
BG 試薬である dZym による刺激と同様な傾向であった。一方 Pc 及び Ps による刺激では
WT, KO両者で TNF- 産生は見られなかった。また Fig. 2-10 (C), (D)で示す通り TNF-同様
に炎症性のサイトカインである IL-6 の産生量は少なく, JCP, Pp 及び dZym による刺激濃度
依存的なサイトカイン産生量の増加は見られたもののマウス種間での有意な差は見られな
かった。また LPS との共培養ではWT, KO両者で TNF-は有意な差が無く, IL-6 は KOで産
生量が多い結果となった。 
 
Fig. 2-9 The surface marker of immature BMDC at day 5 determined with flowcytometry. 
Major cell population of FCS-SSC and CD11c positive cell population was gated. The expression of 
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(A)                                       (B) 
 
(C)                                       (D) 
 
Fig. 2-10 The cytokine production of immature BMDC stimulated with JCP fraction. 
(A) TNF- production of immature BMDC derived from WT mice. (B) TNF- production of 
immature BMDC derived from Dectin-1 KO mice. (C) IL-6 production of immature BMDC derived 
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2-2-2  mature DCによる検討 
 
2-2-1 で示したように iBMDC は花粉の刺激により Dectin-1 依存的に TNF-の産生が誘導され
た。immature DCは TNF- と培養すると mature DC に誘導される。そこで immature DC をさらに
TNF-と共培養し成熟樹状細胞(mBMDC)を調製して花粉による刺激を行った。TNF- によって
mBMDC の主要な細胞群の表面マーカーは Fig. 2-11 が示す通り CD11c(+), CD11b(+),  
CD86(+), MHC class Ⅱ(+)及び Dectin-1(+/-)であった。また Dectin-1 の発現は CD86 高発現
細胞群ではほぼ消失していた。この細胞群を刺激したところ Fig. 2-12 (A), (B)が示す通り
TNF-の産生量は iBMDC に比べて低かった。一方で, IL-6 は Fig. 2-12 (C), (D)が示す通り
JCP 及び花粉分画それぞれの刺激によって誘導され, Pp, Pc, Ps の順に高い産生が認められ
た。このうち JCP 及び Pp での刺激による IL-6 産生誘導は KO で WT に対して有意に低下
した。LPSとの共培養ではWT,KO両者で TNF-及び IL-6の産生量に有意な差は無かった。 
 
Fig. 2-11 The surface marker of mature BMDC at day 10 determined with flowcytometry. 
Major cell population of FCS-SSC and CD11c positive cell population was gated. And the expression 
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Fig. 2-12 The cytokine production of mature BMDC stimulated with JCP fraction. 
(A) TNF- production of mature BMDC derived from WT mice. (B) TNF- production of mature 
BMDC derived from Dectin-1 KO mice. (C) IL-6 production of mature BMDC derived from WT mice 
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ギーモデルを作成した。WT と KO マウスをそれぞれ, ネガティブコントロール群として生理食
塩水を経鼻投与した群(NT), ポジティブコントロール群として Dectin-1 非依存的なメカニズム
で免疫反応を誘導する Alum アジュバントと花粉を事前に腹腔内投与し感作状態にした後に花
粉の経鼻投与を行った群(Alum), そしてWTとKOを比較するための花粉を経鼻投与した群(JCP)
との 3 群に分けた。投与スケジュールに関しては Fig. 2-13 で示した。最終投与時点での臨床症
状として投与直後から 3 分間のくしゃみ回数をカウントしたところ Fig. 2-14 (A)で示す通り WT
では JCP は NT に対して有意に増加し, Alumと同等なくしゃみ頻度となった。一方, KO では JCP
のくしゃみ頻度は NT に対して有意な増加を示さず, Alum に対しては有意に低頻度であった。し
かしマウス間で JCP 群を比較すると有意差が付くには至らなかった。くしゃみ以外のパラメー
タでの検討のため血中の抗体についてマウス間で比較した。Fig. 2-15 (A)で示す通り総 IgG 及び
総 IgE は NT 間, Alum 間ではそれぞれマウスの違いによる差は無かったが JCP 間では KO で有
意に低下していた。また JCP 特異的な IgG 及び IgE は Fig. 2-15 (B)で示す通り総 IgG 及び総 IgE
と同様 JCP 群のみでマウス間の血中抗体量に有意な抑制が見られた。そこで JCP 特異的 IgG に
ついて 1 週間ごとに測定した。Fig. 2-15 (C) (D) で示す通り NT および Alum ではマウス間で特
異的 IgG の血中レベルの変化は同様であった。JCP について比較すると Fig. 2-15 (E)で示す通り
WT では 7 回目の投与直前の day 21 より特異的 IgG レベルの上昇が見られるが, KO では最終投
与後の day 43 まで特異的 IgG レベルの上昇は見られなかった。花粉特異的なリンパ球の反応に
ついて検討するため脾臓細胞を花粉で二次刺激したところ Fig. 2-14 (B)で示すとおり JCP では
KO で有意に IL-13 の産生が抑制されていた。 
 
Fig. 2-13 The schedule of administration in in vivo JCP inducing allergic mouse model.  
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Fig. 2-14 Symptoms and cytokine parameter in serum of JCP inducing allergic mouse model. 
(A) Sneezing frequency of 3 minutes after administration at day 42. (B) IL-13 production of splenocyte 
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(A)                                       (B) 
 
(C)                                       (D) 
 
                      (E) 
 
Fig. 2-15 Immunoglobulin titer in serum of JCP inducing allergic mouse model. 
(A) Total IgE and IgG titer in serum at day 43. (B) JCP specific IgE and IgG titer in serum at day 43.  
(C) Measurement of JCP specific IgG titer across time in NT mice. (D) Measurement of JCP specific IgG 













































































































































































キシンに局在しているが破裂していない状態では mDectin-1 Fc による染色性が無かったこ
とから非破裂状態ではセキシンによって覆い隠され反応性は低いと考えられる。しかし破
裂することでネキシンに局在した BGが露出し, 刺激活性を発揮すると考えられる。破裂し
た外殻は菌体とは違い mDectin-1 Fc及び supBGRPによる染色ではスポット状に染色されて
いたこと及び花粉壁内壁のインティンに対する染色性は低く BG はネキシンの層間に多く







鼻腔炎患者で pH 7.50±0.66 アレルギー性鼻炎患者で pH 8.65±0.52 でありアレルギー状態
ではアルカリ性に傾くことが報告されている 87, 94)。そのため花粉によるアレルギーが悪化
するほど鼻腔に侵入したスギ花粉は破裂しやすくなると考えられる。またそれ以外にも眼
からの花粉の侵入も重要な感作ルートである。健常人の涙液の pH は 7.35 付近で季節性の










ら BGを認識し, 上皮バリアに破壊がなされれば直接的な接触による BG認識をすることが
可能であると考えられる。一方で, データとして示していないが in vitro で骨髄より誘導し








ントを利用した。Alum は 1926 年に Glenny らがそのアジュバント活性を報告し 96), ワクチ
ンのアジュバントとして一般的に利用されている IgG 及び IgE の産生を増強するアジュバ
ント物質である。Alumのアジュバント活性の本態についてはマクロファージに対する直接
作用による NLRP3 インフラマソームの関与や 97), 好中球の NETosis 様の反応による DNA
及び代謝物の尿酸による作用 98, 99), Alum結晶の樹状細胞の細胞膜脂質への結合による PI3K
経路の活性化などの報告がある 100)。本研究においては Alum と花粉を腹腔に投与している
ことから DNA や尿酸によるアジュバント活性が強く発揮されていると考えられ, くしゃみ
症状, 抗体価及びサイトカイン産生の全てにおいて WT と KO に有意な差が見られなかっ
たと考えられる。 
















本研究では第一章で新規 BG プローブである supBGRP は哺乳類の BG 受容体である
Dectin-1 と近似した BG 反応性を持つプローブであり, 温度や液性によらず BG 結合活性を
保つことを明らかにした。さらに EIA, 免疫染色, アフィニティクロマトグラフィー等様々
なアプリケーションに応用できることを明らかにした。第二章では supBGRP と他の BG プ
ローブを利用してスギ花粉 BG の大部分が生殖細胞と管細胞の細胞壁に含まれている一方
で, 破裂により露出するのは花粉外壁からなる外殻に局在するBGであることを明らかにし, 
外壁ネキシン層に含まれる BG が樹状細胞による Dectin-1 依存的な炎症性サイトカインの
産生を促進させることを明らかにした。さらにマウスを用いたアレルギーモデル実験にお
いて, スギ花粉特異抗体の産生に Dectin-1の有無が大きく影響することを明らかにした。 
スギ花粉症は日本では国民病と呼ばれるほど一般的な疾患で治療による医療費や医療関















1による IgE 産生の誘導などが報告されており 103), 黄砂では付着する菌や真菌による自然
免疫賦活作用が示唆されている 104)。内因性アジュバント物質のプロテアーゼや NADPH オ
キシダーゼのアジュバント作用は上皮細胞を破壊することで Damage associated molecular 
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れた。そのため花粉 BG及び BG受容体の Dectin-1は新たな花粉症治療法のターゲットの
候補となりえると考えられ, 機序に基づいた新規治療法の開発が期待される。 
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Fig. 3-1 Possible adjuvant mechanism of BG in JCP.  
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